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: (54) Title: BISPECIFIC ANTIBODY MOLECULE 



(54) Bezeichnung: BISPBZIHSCHES ANTTKORPER-MOLEKUL 

(57) Abstract: A first bispecific antibody molecule comprises al least one binding site with a variable domain on a light chain (Vl) 
^ and a variable domain for the T-cell receptor CD-28, linked thereto on a heavy chain (Vj,). The antibody molecule further comprises 

at least one binding site with a variable domain on a heavy chain (Vh) and a variable domain for a tumour antigen, linked thereto on 
^ a light chain (VJ. The variable domains on the heavy chains for both specificities are connected to each other by means of a peptide 
fs| linker. A second bispecific antibody molecule is bivalent for CD-28 and at least monovalent for the tumour antigen. 



. (57) Zusammenfassung: Ein erstes bispezifisches Antikorper-Molekill weist zumindest eine Bindestelle mit einer variablen Do- 
^ mane einer leichten Kette (Vl) und eine damit verbundene variable Domiine einer schweren Kette (Vh) fur den T-Zell-Rezeptor 
CD28 auf. Das Antikorper-Molekill weist ausserdem zumindest eine Bindestelle mit einer variablen Domane einer schweren Kette 
5 (Vh) und eine damit verbundene variable Domane einer leichte Kette (Vl) filr ein Tumor- Antigen auf. Die variablen Domanen der 
► schweren Ketten der beiden Spezifitaten sind miteinander durch einen Peptidlinker verbunden. Ein zweites bispezifisches Antikor- 
" per-Molekiil ist bivalent filr CD28 und zumindest monovalent filr das Tumor- Antigen. 
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Bispezifisches Antikorper-Molekiil 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein bispezifisches Antikor- 
per-Molekul, ein bispezifisches Antikorper-Molekul mit Bivalenz 
fiir CD2 8, fur das Antikorper-Molekul kodierende Nukleinsauren, 
das Antikorper-Molekul und/oder die fiir das Antikorper-Molekiil 
kodierende Nukleinsaure enthaltende Zellen und die Verwendung 
des bispezif ischen Antikorper-Molekiils . 

Naturliche Antikorper sind im einfachsten Fall Y-formige, 
tetramere Glykoproteine . Ihre typische Struktur besteht aus 
zwei identischen leichten Ketten und zwei identischen schweren 
Ketten. Die leichte Kette setzt sich aus den zwei Domanen 
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und Cl zusammen, die schwere Kette dagegen aus den vier Domanen 
Vh, ChI, Cu2 und C^3 . Dabei kennzeichnen die Buchstaben C und V 
jeweils die konstanten und die variablen Teile des Antikorpers. 
Disulf id-Briicken verbinden die beiden schweren Ketten unterein- 
ander, auBerdem die schweren mit den leichten Ketten. 

Als "rekombinante Antikorper" werden im allgemeinen Antigen- 
bindende Fragmente eines Antikorpers bezeichnet, welcher von 
einer heterologen Quelle produziert wird. Die kleinste Antikor- 
per-Einheit, die noch ein Antigen binden kann, sind F„- 
Fragmente, welche die variable Domane der schweren und der 
leichten Kette enthalten. 

In Forschung und Therapie werden haufig die sogenannten single- 
chain F^-Fragmente (scF^) verwendet. In diesen scF^-Fragmenten 
ist die variable Domane der schweren Kette mit der variablen 
Domane der leichten Kette durch einen kurzen Peptidspacer kova- 
lent verbunden. Dieser Spacer wird auf der genetischen Ebene 
eingefuhrt. Die scF„-Fragmente kSnnen durch das Hinzufugen kur- 
zer Markierungssequenzen entweder am N-Terminus oder am C- 
Terminus gereinigt und detektiert werden. 

Unter den rekombinanten Antikorpern spielen die bispezif ischen 
Antikorper eine gro/3e Rolle, bei denen Antigen-Bindestellen ge- 
gen zwei unterschiedliche Antigene miteinander verbunden sind. 
Verschiedene Strategien stehen zur Verfiigung, urn bispezif ische 
rekombinante Antikorperf ragmente herzustellen. So konnen bspw. 
zwei unterschiedliche scF^-Fragmente durch die Einfiihrung eines 
zusatzlichen Linkers zwischen dem C-Terminus des ersten scF,- 
Fragments und dem N-Terminus des zweiten scF„-Fragments verbun- 
den werden. Bei der Verwendung zweier identischer scF„- 
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Fragmente erhalt man Antikorper, die in bezug auf eine Binde- 
stelle bivalent sind, bei Verwendung zweier unterschiedlicher 
scFy-Fragmente generiert man Fragmente, die in bezug auf eine 
Bindestelle monovalent sind, gleichzeitig aber bispezif isch, da 
sie zwei unterschiedliche Bindestellen aufweisen. 

Um sogenannte Diabodies herzustellen, wird ein sehr kurzer Lin- 
ker zwischen der variablen Domane der schweren Kette und der 
variablen Domane der leichten Kette gewahlt, um so das Verbin- 
den der Vg- und V^-Domanen einer Kette zu verhindern. Dadurch 
konnen dimere Molekule gebildet werden, bei denen die V^- und 
Vi,-Domanen zweier unterschiedlicher Ketten ein doppelkopf iges 
Molekiil bilden. Bei der Verwendung von zwei unterschiedlichen, 
nicht gekoppelten Antikorperspezif itaten (bspw. A und B), die 
in der Reihenfolge Vh^-V^b und Vjjjj-Vla in der gleichen Zelle 
exprimiert werden, kann man bispezif ische Diabodies bilden. 
Diese dimeren Diabody-Molekiile konnen auch durch ein monomeres 
Molekiil hergestellt werden, wenn man die zwei V„-Vi,-Fragmente 
mit einem zusatzlichen Peptidlinker covalent verbindet (single- 
chain Diabody, scDb) . Solche dimeren bispezif ischen AntikSrper 
besitzen also zwei Valenzen fur jede Spezifitat. 

Bispezif ische Diabodies oder Antikorper wurden vor allem deswe- 
gen generiert, um sowohl die Valenz als auch die Stabilitat und 
damit das therapeutische Potential zu steigern. Bisher konnte 
gezeigt werden, daJ3 durch single-chain Diabodies vor allem die 
Bindungsstarke verbessert werden konnte. 

Tomlinson und Holliger, "Methods for Generating Multivalent and 
Bispecific Antibody Fragments", Methods in Enzymology (2000) 
326:461-479, beschreiben die Herstellung von bispezif ischen Di- 
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abodies. Solche bispezif ischen Diabodies erwiesen sich als ef- 
fektiv in der Rekrutierung der cytotoxischen T-Zellen, des Kom- 
plements und der Antikorper-abhangigen Ef f ekter-Funktionen, wie 
bspw. Zell-vermittelte Cytotoxizitat und Phagocytose. 

Kipriyanov et al., "Bispecific Tandem Diabody for Tumor Therapy 
with improved Antigen Binding and Pharmacokinetics" J. Mol. Bi- 
ol. (1999) 293:41-56, beschreiben eine Diabody-Bildung eines 
single-chain-Molekules mit vier V-Regionen zweier unterschied- 
licher Spezif itaten. Gleichzeitig beschreibt die Arbeitsgruppe 
eine Dimerbildung dieses single-chain Antikorpers bzw. einen 
bispezif ischen Tandemdiabody . Die Tandemdiabodies sind also bi- 
valent fiir jede Spezif itat, in der vorliegenden Veroffentli- 
chung fur CD19 und CD3 . Die Tandem-Diabodies zeigten zwar eine 
gesteigerte Affinitat zu ihrem Antigen, eine damit verbundene 
gesteigerte biologische Aktivitat konnte aber nicht nachgewie- 
sen werden. So besaBen diese Tandem-Diabodies eine nur gering 
erhohte Aktivitat beziiglich der Abtdtung von Tumorzellen im 
Vergleich zu den single-chain-Diabodies . 

Damit naive T-Zellen an einer anpassungsf ahigen Immunantwort 
teilnehmen konnen, miissen sie zur Proliferation und Differen- 
zierung aktiviert werden. Diese Aktivierung von naiven T-Zellen 
erfolgt durch die Erkennung eines fremden Peptidf ragments mit 
dem Antigen-spezif ischen T-Zell Rezeptor CD3-Komplex. Generell 
ist anerkannt, dafi die effektive Aktivierung von naiven T- 
Zellen zur Proliferation und Dif f erenzierung ein zweites oder 
costimulierendes Signal zusatzlich zu dem Antigen-spezif ischen 
Stimulus viber den TCR/CD3-KompIex benotigt. Die am besten cha- 
rakterisierten costimulatorischen Molekiile auf Antigen- 
prasentierenden Zellen sind die Glykoproteine B7.1 und B7.2. 
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Der Rezeptor fur BT-Molekiile auf T-Zellen ist CD28, und die Li- 
gation von CD28 durch B7 Molekiile (oder durch anti-CD28 Anti- 
korper) costimuliert das Wachstum von naiven T-Zellen. Nach der 
Aktivierung der T-Zellen wird auch die Expression von CD28 ge- 
steigert. 

Zwischenzeitlich konnten noch weitere costimulierende Rezepto- 
ren ideritif iziert werden, dennoch ist bisher die B7/CD28 Inter- 
aktion der weitaus starkste Costimulus fiir naive T-Zellen. 

Auf naiven, ruhenden T-Zellen ist CD28 der einzige Rezeptor fiir 
B7 Molekiile. Sobald aber die Zellen aktiviert werden, exprimie- 
ren sie den zusatzlichen Rezeptor CTLA-4 . CTLA-4 bindet B7- 
Molekule weitaus starker als CD28 und liefert negative Signale 
an die aktivierte T-Zelle, wodurch u.a. weniger Interleukin-2 
gebildet wird. Deshalb erwies sich ein therapeutischer Einsatz 
von B7-Proteinen als costimulierende Molekiile als zweifelhaft, 
da der auf durch B7 aktivierte T-Zellen exprimierte CTLA-4- 
Rezeptor die T-Zell-Aktivierung unterdriickt . 

Eine Stimulierung des TCR/CD3-Komplexes mit bispezif ischen An- 
tikdrpern induzierte bei systemischen in vivo-Anwendungen beim 
Menschen schwerwiegende und unerwartete Nebenwirkungen (Tibben 
et al.: "Pharmacogenetics, biodistribution and biological ef- 
fects of intravenously administered bispecific monoclonal anti- 
body OC/TR Fabj in ovarian carcinoma patients", (1996) Int. J. 
Cancer 66:447-483). 

Vor einigen Jahren wurde in verschiedenen Verof f entlichungen 
gezeigt, daJ3 chemisch hybridisierte bispezif ische Antikorper 
gerichtet gegen Tumor-assoziierte Antigene und gegen CD28 eine 
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T-Zell-Costimulierung gerichtet gegen Tumorzellen in vitro und 
in vivo induzieren: siehe z.B. Jung, G. und Miiller-Eberhard, 
H.J.: "An in vitro model for tumor immunotherapy with antibody 
heteroconjugates" Immunology Today (1988) 9:257-260; GroBe- 
Hovest, L. et al.: "Tumor growth inhibition with bispecific an- 
tibody fragments in a syngeneic mouse melanoma model: The role 
of targeted T cell costimulation via CD28" Int. J. Cancer 
(1999) 80:138-144. 

In den Experimenten wurden diese bispezif ischen Antikorper in 
Kombination mit bispezif ischen Antikorpern, die den TCR/CD3- 
Komplex stimulieren, verwendet. Alleine verwendet, waren sie 
nur gering effektiv. 

1996 konnten Hayden et al., "Costimulation by CD28sFv expressed 
on the tumor cell surface or as a soluble bispecific molecule 
targeted to the L6 carcinoma antigen" Tissue Antigen (1996) 
48:242-254, zeigen, daJ3 transf izierte CD28 single-chain Anti- 
korper und ein rekombinanter bispezif ischer Antikorper mit Tu- 
mor /CD28-Spezifitat ahnliche costimulatorische Effekte in T- 
Zell-Blasten hervorrufen konnten, wobei die Blasten durch 
Phythamagglutinin bereits zur Proliferation stimuliert waren. 
Das beschriebene single-chain scFv-Molekiil ist jedoch nicht 
supra-agonistisch . 

Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Anmeldung die 
Aufgabe zugrunde, ein Reagenz bereitzustellen, das T-Zellen 
supra-agonistisch, also ohne ein zusatzliches costimulierendes 
Signal effektiv stimulieren kann. 
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Diese Aufgabe wird erf indungsgemaJ3 gelost durch ein erstes 
bispezif isches Antikorper-Molekiil mit einer eine variable Doma- 
ne einer leichten Kette (Vj,) und eine damit verbundene variable 
Domane einer schweren Kette (Vh) aufweisenden Bindestelle fiir 
den T-Zell-Rezeptor CD28 und mit einer eine variable Domane ei- 
ner schweren Kette (Vg) und eine damit verbundene variable Do- 
mane einer leichten Kette (Vj,) aufweisenden Bindestelle fiir ein 
Tumor-Antigen, wobei die variablen Domanen der schweren Ketten 
miteinander durch einen Peptidlinker verbunden sind. 

Die Aufgabe wird auch gelost durch ein zweites bispezif isches 
Antikorper-Molekiil mit Spezifitat fur den T-Zell-Rezeptor CD28 
und Spezifitat fiir ein Tumor-Antigen, wobei das bispezif ische 
Antikorper-Molekiil bivalent fiir CD28 ist. 

Insgesamt ist bevorzugt, wenn die Bindestelle fiir den T-Zell- 
Rezeptor CD28 an den humanen T-Zell-Rezeptor CD28 bindet. Des- 
sen Sequenz ist bspw. verof fentlicht in Aruffo A. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:8573-8577 (1987). 

Die Aufgabe wird auBerdem durch ein Verfahren zur Behandlung 
von Zellen gelost, bei dem das erf indungsgemaJ3e erste oder 
zweite bispezif ische Antikorper-Molekiil eingesetzt wird, um ei- 
ne supra-agonistische tumorzellinduzierte Aktivierung von T- 
Zellen zu bewirken, so daB keine zusatzlichen exogenen Stimuli 
bendtigt werden. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelost. 
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Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung konnten namlich zeigen, 
daB es moglich ist, durch alleinige Aktivierung des costimula- 
torischen Rezeptors CD28 mittels eines erf indungsgemaBen bispe- 
zifischen Antikdrpermolekuls Oder mittels eines Dimers des ers- 
ten erf indungsgemaBen bispezif ischen Antikorper-Molekiils T- 
Zellen effektiv zu stimulieren, ohne daJ3 ein weiterer Antigen- 
spezifischer Stimulus iiber den TCR/CD3-Komplex , notwendig ist. 
Das bedeutet also z.B., daJ3 dieser ProzeB in gerichteter Weise 
auf der Oberflache von Tumorzellen erfolgt. 

Gleichzeitig wird vermieden, dafi es zur Stimulation von CTLA-4- 
Molekulen auf den aktivierten T-Zellen kommt. Durch Vermeidung 
der Stimulation dieser supprimierenden Molekiile wird die Proli- 
feration der T-Zellen nicht begrenzt, wodurch eine angemessene 
Immunantwort nicht unterdriickt wird. 

Mit anderen Worten, die T-Zellen werden aktiviert, wenn das 
bispezif ische Antikorper-Molekiil das CD28-Molekul auf den T- 
Zellen bivalent bindet und gleichzeitig mit seiner anderen Bin- 
dungsstelle an das Tumor-Antigen auf einer Tumorzelle bindet. 
Es handelt sich dabei sozusagen um eine tumor zellinduzierte, 
supra-agonistische Aktivierung von T-Zellen, bei der das erfin- 
dungsgemaBe bispezif ische Antikorper-Molekiil dazu in der Lage 
ist, die T-Zellen ohne zusatzliches Signal effektiv zu stimu- 
lieren, wenn es neben dam CD 28-Molekul auch an das Tumor- 
Antigen gebunden hat. Es handelt sich damit um eine selektive, 
tumorzellinduzierte Aktivierung von T-Zellen, bei der keine 
Bindung an den TCR/CD3-Komplex erforderlich ist. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben in verschiedenen 
eigenen Versuchen weiterhin gezeigt, daB die bispezif ischen An- 
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tikorper-Molekiile in Bezug auf die Abtfitung von Tumorzellen 
ausgesprochen effektiv waren. 

Die Erfinder haben gefunden, daJ3 das erste Antikorper-Molekiil 
bei rekombinanter Herstellung dazu neigt, spontan Dimere zu 
bilden, und daJ3 die Dimere wegen ihrer Bivalenz fur CD28 beson- 
ders effizient T-Zellen stimulieren. Die Dimer.e konnen dabei 
auch gezielt erzeugt werden. Da die Bivalenz fiir CD28 die 
supraagonistischen Eigenschaf ten des neuen Antikorper-Molekiils 
bewirken, zeigt auch das zweite Antikorper-Molekiil diese 
supraagonistische Wirkung, denn es ist ebenfalls bivalent fur 
CD28, wahrend es fiir das Tumor-Antigen mono- oder bivalent sein 
kann. 

In einem Ausf iihrungsbeispiel ist das erste bispezif ische Anti- 
korper-Molekiil daher mit einem weiteren ersten bispezif ischen 
Antikorper-Molekiil zu einem Dimer verbunden. 

Anhand von eigenen Versuchen haben die Erfinder gezeigt, dafi 
erf indungsgemaJ3e erste bispezif ische Antikorper-Molekiile iiber- 
raschenderweise dimerisieren. Eine Dimerisierung derartig kon- 
struierter Antikorper-Molekiile war bisher nicht beschrieben und 
deswegen auch vollig unerwartet. 

Durch die Dimerisierung weist das bispezif ische Antikorper- 
Molekiil zwei Bindestellen fiir CD28 und zwei Bindestellen fiir 
das Tumor-Antigen auf. Die Erfinder konnten mit einem derarti- 
gen Antikorper-Molekiil eine effektive tumorzellinduzierte Akti- 
vierung von T-Zellen zeigen, was zu einer effizienten Abtotung 
von Tumor-Zellen fuhrte, die das Tumor-Antigen exprimierten. 
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In einer weiteren Ausf iihrungsform des ersten Antikorper- 
Molekiils kann weiterhin an eine der leichten Ketten zumindest 
ein Teil eines fos-jun-Adaptors Oder einer Hinge-Region fusio- 
niert sein. 

Durch Anfusionieren eines fos-jun-Adaptors kann eine Dimerisie- 
rung gezielt herbeigef iihrt werden, da die Genprpdukte des fos- 
jun-Adaptors spontan assoziieren. 

Unter einer Hinge-Region wird der Abschnitt der schweren Kette 
eines Iniinunglobulins verstanden, der zwischen der ersten und 
zweiten konstanten Domane liegt. Auch diese MaJinahme f iihrt zu 
einer gezielten Dimerbildung. 

Eine Verwendung dieser f unktionellen Einheiten und Beispiele 
fiir deren Sequenzen sind z.B. zusainmengef aJ5t von van Spriel et 
al.: " Immunotherapeutic Perspective for Bispecific Antibodies" 
Inmunol. Today (2000) 21(8) :391-397. 

Allgemein ist bevorzugt, wenn das Tumor-Antigen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe umfassend Melanoiti-assoziiertes Proteoglykan, 
HER-2/neu oder CD20. 

HER-2/neu ist ein Oncogen und spielt v. a. bei Brustkrebs eine 
grofie Rolle. CD20 ist ein Antigen, das insbesondere auf Tumor- 
Zellen vom B-Zell-Typ gefunden wird. 

Die Aufzahlung dieser Tumor-Antigene ist lediglich beispiel- 
haft, die Erfindung bezieht auch andere Zelloberf lachenmolekiile 
mit ein, die Tumor-assoziiert sind. 
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Weiterhin ist bevorzugt, wenn der Peptidlinker bei dem ersten 
Antikorper-Molekiil zumindest einen Teil des N-Terminus der ChI 
Domane des raenschlichen IgG aufweist. 

Dabei ist insbesondere bevorzugt, wenn der Teil des N-Terminus 
der C„l Domane des menschlichen IgGs die Aminosauresequenz Ala- 
Ser-Thr-Lys-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Pro-Leu-Ala-Pro-Ser-Ser-Ser- 
Gly-Ser-Gly enthalt. 

In einer AusfUhrungsform des zweiten Antikorper-Molekuls ist an 
die beiden konstanten Domanen eines Fab-Fragments mit Anti- 
Tumor-Spezif itat jeweils ein scFv-Fragment mit CD28-Spezif iat 
fusioniert . 

Durch diese Konstruktion wird ein Antikorper-Molekiil geschaf- 
fen, das fiir CD28 bivalent und fiir das Tumor-Antigen monovalent 
ist. 

Eine Konstruktion dieses Typs aber mit anderen Spezifitaten 
wird bspw. beschrieben von Schoonjans, R. et al. ; "Fab Chains 
as an Efficient Heterodimerization Scaffold for the Production 
of Recombinant Bispecific and Tri-specific Antibody Derivati- 
ves", J. Immunol. (2000) 165 ( 12 ): 7050-7057 . 

In einer weiteren AusfUhrungsform ist das zweite bispezif ische 
Antikorper-Molekiil auch fiir das Tumor-Antigen bivalent. 

Das erf indungsgemMBe bispezif ische AntikSrper-Molekiil ist biva- 
lent fiir CD28 und mono- oder bivalent fiir das Tumor -Antigen, 
wobei durch die Bivalenz fiir CD28 die erwahnte supra- 
agonistische Wirkung erzielt wird, wodurch die T-Zellen ohne 
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zusatzliches Signal stimuliert werden, aber nur dann, wenn ne- 
ben der bivalenten Bindung an das CD28-Molekul auf der T-Zelle 
auch eine mono- oder bivalente Bindung an das Tumor-Antigen auf 
der Tumorzelle erfolgt ist. 

In einer weiteren Ausfiahrungsform des zweiten Antikorper- 
Molekiils ist an die schweren Ketten eines kompletten Antikor- 
pers mit Anti-Tuihor-Spezif itat jeweils ein ScFv-Fragment mit 
CD28-Spezif itat fusioniert. 

Unter einem "kompletten" Antikorper wird dabei ein Antikorper 
verstanden, der die Struktur eines Immunglobulins besitzt. Die- 
se enthalten zwei schwere Ketten mit jeweils einer variablen 
und drei konstanten Domanen und zwei leichte Ketten mit jeweils 
einer variablen und einer konstanten Domane. 

Durch die Fusionierung jeweils eines scFv-Fragments mit CD28- 
Spezifitat an ein solches komplettes Antikorper-Molekiil mit An- 
ti-Tumor-Spezifitat wird ein bispezif isches Antikorper-Molekiil 
geschaffen, das sowohl fiir CD28 als auch fur ein Tumor-Antigen 
bivalent ist. 

Eine Konstruktion dieses Typs aber mit anderen Spezifitaten und 
deren Funktionalitat ist bspw. beschrieben in van Spriel et 
al.: "Immunotherapeutic Perspective for Bispecific Antibodies", 
Immunol. Today (2000) 21 ( 8 ): 391-397 . 

Die Erfindung betrifft auBerdem eine Nukleinsaure, kodierend 
fiir ein erf indungsgemaJSes, bispezif isches Antikorper-Molekiil. 
Die Nukleinsaure ist im allgemeinen eine DNA oder eine RNA, 
vorzugsweise doppelstrangige DNA. 
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Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Vektor, der die er- 
f indungsgemaiie Nukleinsaure umfaBt. Der Vektor kann hierbei ein 
viraler oder ein nicht-viraler Vektor sein. 

In einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird die Nukleinsaure 
Oder der Vektor in einer Zelle exprimiert. Die Zelle kann dabei 
aus der Gruppe umfassend Sauger-, Bakterien-, Insekten, Pflan- 
zen- Oder Hefezellen unfassen. Die mit der erf indungsgemafien 
Nukleinsaure Oder dem erf indungsbemaUen Vektor trans formierte 
Oder transfizierte Zelle wird kultiviert und das exprimierte 
Genprodukt anschlieJJend isoliert. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische 
Zusammensetzung mit einem erf indungsgemaBen bispezif ischen An- 
tikorper-Molekiil und einem pharmazeutisch akzeptierbaren Tra- 
ger. 

Das erfindungsgemaJ3e bispezif ische Antikorper-Molekiil kann da- 
bei zur tumorzellinduzierten T-Zell-Aktivierung verwendet wer- 
den, insbesondere bei der Therapie und/oder Prophylaxe von Tu- 
morerkrankungen, um solche Tumorzellen selektiv uber die Akti- 
vierung der T-Zellen abzutoten, die das Tumor-Antigen exprimie- 
ren. Eine selektive Abtdtung von Tumorzellen kann bspw. in 
vitro dadurch erfolgen, dafi T-Zellen und das Tumor-Antigen 
exprimierende Tumorzellen zusammen mit der erf indungsgemaBen 
bispezif ischen Antikorper-Molekiil inkubiert werden. In vivo 
kann ein selektives Abtoten von Tumorzellen durch die Verabrei- 
chung eines Medikamentes erfolgen, das das bispezif ische Anti- 
korper-Molekiil enthalt. Dieses Molekiil bindet sich dann einer- 
seits mit seiner Bindungsstelle fiir das Tumor-Antigen an die so 
definierte Tumorzelle und andererseits an im Korper vorhandene 
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T-Zellen, und zwar iiber die bivalente Bindungsstelle fur das 
CD28-Molekul, das auf den T-Zellen exprimiert ist. Da sine wei- 
tere Stimulierung der T-Zellen iiber den TCR/CD3-Komplex nicht 
erforderlich ist, kommt es auf diese supra-agonistische Weise 
zu einer tumorzellinduzierten Aktivierung der T-Zellen und da- 
mit zu einem selektiven Abtoten der Tumorzellen. 

Bei menschlichen T-Zellen konnte zwar eine TCR/CD3-unabhangige 
Aktivierung bei Verwendung eines besonders inmiobilisierten 
CD28-Antik6rpers (BW828) beobachtet werden, diese erwies sich 
jedoch als nur gemai3igt, und der auch in Ausf iihrungsbeispielen 
der vorliegenden Anmeldung verwendete 9.3 (CD28 )-Antikorper 
zeigte sich als nur auBerst gering effektiv in der Aktivierung 
von T-Zellen: siehe Siefken et al.: "A CD28 associated signa- 
ling pathway leading to cytokine gene transcription and T cell 
proliferation without TCR engagement" J. Iminunol . (1998) 
161 :1645-1651 und in den Verweisen dort. Dies bestatigt, daJ3 
der Antikorper erst in bispezif ischer Form, d.h. nach Bindung 
an das Ziel-Antigen supra-agonistisch wird. In diesem Sinn ist 
die supra-agonistische Wirkung selektiv. 

Bischof et al., "Autonomous induction of proliferation, JNK and 
NFalphaB activation in primary resting T cells by mobilized 
CD28" Eur. J. Immunol. (2000) 30 ( 3 ): 876-882 , konnten zwar zei- 
gen, da3 Antikorper gegen CD28 von Ratten eine T-Zell Prolife- 
ration ohne zusatzliches TCR/CD3 stimulierten, jedoch wurde 
dieser Effekt den besonderen CD28 Antikorpern, spezifisch fiir 
immobilisiertes CD28 zur Abkiirzung der TCR/CD3-unabhangigen 
CD28-Rekrutierung, zugeschrieben. Im ubrigen beschreiben diese 
Arbeiten mit monospezif ischen CD2 8 -Antikorpern zwar supra- 
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agonistische Wirkungen, aber nicht solche, die selektiv durch 
Bindung an ein Ziel-Antigen ausgelost warden. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der bei- 
gefiigten Zeichnung. 

Es versteht sich, daJ3 die vorstehend genannten- und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination , sondern auch in anderen Kombinationen 
Oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeichnung 
dargestellt und werden in der nachfolgenden Beschreibung naher 
erlautert. Es zeigen: 

Fig. la eine schematische Darstellung des ersten AntikOrper- 
Molekiils auf genetischer Ebene; 

Fig. lb die Aminosauresequenz eines erf indungsgemaJien ersten 
bispezif ischen Antikorper-Molekuls; 

Fig. 2a die Reinigung des rekombinanten Antikorpers durch 
Gelf iltration ; 

Fig. 2b die Fraktionen aus der Gelf iltration, aufgetrennt 
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ; 

Fig. 3 die Bindungsaktivitat des monomeren und dimeren re- 
kombinanten single-chain-Antikorpers mit CD2 8/9. 2.27- 
Spezifitat an Jurkat-T-Zell Lymphomzellen; 
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Fig. 4 die Aktivierung von peripheren Blut-mononuklearen 
Zellen (PBMC) durch bestrahlte SKMel63-Zellen, die 
fiir drei Tage mit dem rekombinanten Antikorperdimer 
Oder dem rekombinanten Antikorpermonomer inkubiert 
wurden ; 



Fig. 5 das Abtoten von SKMel63-Zellen nach einer Inkubation 
von vier Tagen mit peripheren Blut-mononuklearen Zel- 
len (PBMC) und dem rekombinanten Antikorper als Mono- 
mer und als Dimer; 



Fig. 6 die Lyse der SKMel63- und M21-Melanom-ZellGn durch 
periphere Blut-mononukleare Zellen (PBMC), die mit 
SKMel63-Zellen inkubiert wurden. 



Beispiel 1 ; 

Genetische Konstruktion und Expression des einzelkettiaen. bi- 
spezifischen Antikorper-Molekiils 



Die monospezif ischen scF^-Antikorper wurden unter Verwendung 
des RPAS-Systems (Pharmacia Biotech, Freiburg) aus Hybridom- 
cDNA gewonnen. Die variablen Ketten und Vj, jeweils einer Spe- 
zifitat sind miteinander durch einen flexiblen 15- 
Aminosaure linker verbunden, der folgende Aminosaure-Sequenz 
aufweist: 



( Gly-Gly-Gly-Gly-Ser ) 3 



Nach Herstellung der f unktionellen monospezif ischen scF„- 
Fragmente wurden diese durch einen 19-Aminosaurenlinker verbun- 
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den. Dieser Linker L entspricht einem Teil des N-Terminus der 
Cul-Domane des humanen IgG. Die Aminosauresequenz des Linkers L 
lautet wie folgt: 

Ala-Ser-Thr-Lys-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Pro-Leu-Ala-Pro-Ser-Ser- 
Ser-Gly-Ser-Gly . 

Auf diese Weise wurde ein Konstrukt generiert mit der folgenden 
5 • ->3 • -Orient ierung: 

(Vi,-FL-VH)9.3-L-(VH-FL-Vj9.2.27-6his. 

Vl bezeichnet dabei jeweils die variable Domane der leichten 
Kette, Vh die variable Domane der schweren Kette. Das "9.3" An- 
tikorper-Fragment ist spezifisch fiir CD28, das "9.2,27" Anti- 
korper-Fragment fiir Melanom-assoziierts Proteoglykan. Die Ami- 
nosauresequenzen der Antikorper-Fragmente sind in Fig. lb ge- 
zeigt. Der leichten Kette Vi, 9.3 ist eine Leader-Sequenz vorge- 
schaltet zur Expression des Antikorper-Molekiils in den Kultur- 
iiberstand. "L" bezeichnet den Peptid-Linker , der die beiden 
Spezifitaten verbindet, "FL" stellt den 15 Aminosaure langen 
flexiblen Linker jeweils zwischen der schweren und der leichten 
Kette einer Spezifitat dar. Mit "6his" ist ein Aminosaurerest 
mit sechs Histidinen angegeben, der auch als His-Tag bezeichnet 
wird. 

Als regulatorische Elemente wurden zum einen an das 5 ' -Ende der 
kodierenden Region ein 1,1 kB K-Promotorf ragment fusioniert, am 
3 '-Ende ein 5,5 kB n-Intron, das ein Enhancer-Fragment ("Enhan- 
cer") beinhaltet, und ein 1,8 kB langer PolyA-Schwanz ( "PolyA" ) 
wurde angefugt (siehe Fig. la). Dieses Konstrukt wurde in einen 
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Vektor kloniert, der durch Fusion des pCDNA-3 (Stratagene, La 
Jolla, CA) und des pCR-Scriptvektors (Invitrogen, Groningen, 
The Netherlands) hergestellt wurde. Figur la zeigt schematisch 
die genetische Organisation des Antikorper-Molekiils (nicht ma/3- 
stabsgetreu) . 

AnschlieBend wurden zwei Mausmyelomzellinien,. P3X63Ag8 und 
J558, durch Elektroporation mit dem Konstrukt transf iziert . Die 
Produktionsraten, die mit der J558-Zellinie erreicht wurden, 
waren groBer als die der anderen Zellinien, weshalb diese fur 
die Reinigung des rekombinanten Antikorpers verwendet wurde. 

Statt der hier beschriebenen spontanen Dimerisierung des ersten 
bispezif ischen Antikorper-Molekiils bei seiner rekoitibinaten Her- 
stellung kann die Dimerisierung auch gezielt erfolgen. Es ist 
ferner moglich, durch rekombinante Technologie zweite erfin- 
dungsgemafie Antikorper-Molekiile herzustellen, die bivalent fUr 
CD28 und mono- Oder bivalent fiir ein Tumor-Antigen sind und wie 
die Dimere aus den ersten erf indungsgemaflen Antikorper- 
Molekiilen effektiv T-Zellen stimulieren. 

Beispiel 2; 

Reinigung des rekombinanten Antikorpers 

In einem ersten Reinigungsschritt wurde der Amoniumsulf at- 
gefallte Uberstand transf izierter Zellen auf eine Protein-L- 
Saule gegeben. Protein-L bindet bestimmte VK-Subtypen der 
leichten Ketten der Maus. Wahrend der Gelf iltration konnten 
drei bestimmte Peaks identif iziert werden, die einem Molekular- 
gewicht von ungefShr 55.000 (Peak 1), 100.000 (Peak 2) und 
160.000 (Peak 3) Dalton entsprachen (siehe Fig. 2a). Die Gel- 
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filtration wurde auf Superdex S200 Saulen (Pharmacia, Freiburg, 
Deutschland) durchgefiihrt, entweder mit konventioneller FPLC- 
Ausrustung fiir eine preparative Trennung, Oder mit dem SMART 
System (Pharmacia) fiir eine analytische Gelf iltration . 

Nach einer SDS-Polyacralamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) hin- 
gegen konnten nur 2wei Banden beobachtet werden, die einem Mo- 
lekulargewicht von ungefahr 55.000 und 160.000 Dalton entspra- 
chen, wie in Fig. 2b dargestellt: In Spur 6 ist der Ammonium- 
sulfat-gefallte Uberstand transf izierter Zellen vor der Gel- 
filtration aufgetragen. In Spur 1 ist das Peak- 1 -Material nach 
Gelf iltration aufgetragen. In Spur 2 ist Peak-2-Material nach 
der Gelf iltration und nach Protein-G Adsorption gezeigt, in 
Spur 3 Peak-2-Material nach Gelfiltration und vor Protein-G Ad- 
sorption. Die Molekulargewichtsanalysen wurden durch eine 10% 
SDS-PAGE durchgefiihrt. Es wurde Protein-G und Protein-L Materi- 
al der Firma Devitron (Castrop-Rauxel, Deutschland) verwendet. 

In Anbetracht dessen, dafl die 160 Kilodalton-schwere Bande 
durch die Adsorption an Protein-G entfernt werden konnte, konn- 
te diese Bande als Immunglobulin identif iziert werden, das 
durch die transf izierte Zellinie J558 selber produziert wurde. 

Das gereinigte Material aus Peak 2 der Zellinien J558 und 
P3X63Ag8 war von dem Peak-l-Material nach SDS-PAGE nicht zu un- 
terscheiden: beide in den zwei Peaks enthaltenen Antikorper- 
Spezies, besaJ3en ein Molekulargewicht von ungefahr 58 Kilodal- 
ton, das in Ubereinstimmung mit dem erwarteten Molekulargewicht 
des monomeren bispezif ischen single-chain-Molekuls war. 
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Dariiber hinaus erwiesen sich die beiden Antikorper-Spezies als 
identisch in der N-terminalen Proteinsequenzierung . Die Prote- 
in-Sequenz-Analysen wurden mittels eines Hewlett Packard Prote- 
in Sequenzer G241 (Hewlett Packard, Waldbronn, Germany) durch 
Edman-Abbau durchgefuhrt . 

Zusammenfassend konnte also gezeigt warden, dai3 durch Gel- 
filtration eine Antikorper-Spezies mit eineiti Molekulargewicht 
von ungefahr 115 Kilodalton gereinigt werden konnte (Peak-2- 
Material) und daiJ dieser Antikorper in der SDS-PAGE mit genau 
der Halfte des urspriinglichen Molekulargewichts erschien, daJ3 
er jedoch die gleichen Sequenzen wie das erwartete monomere 
bispezifischen single-chain-Molekiil aufwies. Aufgrund dessen 
konnte gezeigt werden, daJ3 das Peak-2-Material Homodimere der 
rekombinanten bispezifischen single-chain-Molekiile (rM28-Dimer) 
aufweist. Das Dimer ist durch SDS-PAGE nicht nachweisbar, da es 
bei der Gelelektrophorese in seine Monomere zerfallt. 

BeisDiel 3: 

Bindungsaktivitaten der verschiedenen bispezifischen Antikor- 
perspezies 

Um die Bindung der bispezifischen Antikorper zu bestimmen, wur- 
den Jurkat- und M21-Zellen, die CD28 und das Melanom- 

assoziierte Proteoglykan exprimieren, mit Antikorpern verschie- 
dener Konzentrationen inkubiert, gewaschen und rait einem anti- 
Histidin monoklonalen Antikorper (dia 900, Dianova, Hamburg, 
Deutschland) und einem Ziegen- (anti-Maus) Antikorper (Dianova) 
gefarbt. Die Zellen wurden im FACSCalibur mit der CellQuest 
Software (Becton Dickinson, San Jose, USA) analysiert. 
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In Figur 3 ist die Bindungsaktivitat der unterschiedlichen bi- 
spezifischen Antikorperspezies an Jurkat-Zellen dargestellt. 
Eine Bindung wurde sowohl fiir das Melanom-assoziierte Prote- 
oglykan als auch fiir CD28 gemessen, beide Spezifitaten warden 
auf M21- und Jurkat-T-Zellen exprimiert. Wie aus Figur 3 zu er- 
kennen ist, erwies sich das Bindungsverhalten des dimeren re- 
kombinanten Antikorpers (♦ Dimer) als verbessert im Vergleich 
zu dem des monomeren single-chain-Antikorpers (■ Monomer) . 

Als Vergleich wurden auBerdem chemisch hybridisierte bispezifi- 
sche Antikorper (cM28) hergestellt: Antikorper, die entweder 
Melanom ( 9 . 2 . 27 )-Spezif itat Oder CD28 (9.3)-Spezifitat besaflen, 
wurden durch Protein A Saulenchromatographie aus Hybridomu- 
berstanden isoliert. Die Antikorper wurden f ragmentiert und 
durch selektive Reduktion und Re-Oxidation von Disulf idbriicken 
der Hinge-Region hybridisiert . Das Verfahren zur chemischen 
Hybridisierung ist z.B. beschrieben von Jung et al.: "Target 
cell induced T cell activation with bi- and trispecific antibo- 
dy fragments" Eur. J. Immunol. (1991) 21:2431-2435. Durch die 
verwendeten Reaktionsbedingungen konnte die Bildung von Homodi- 
meren vermieden werden. Die so chemisch hybridisierten bispezi- 
fischen Antikorper zeigten in den Bindungsassays eine ahnliche 
Bindungsaf f initat wie der monomere Antikorper (Daten nicht dar- 
gestellt) . 

Beispiel 4; 

Tarqetzellinduzierte T-Zell-Aktivierunq 

Urn Targetzell-induzierte T-Zell-Aktivierung zu messen, wurden 
sowohl die monomeren als auch die dimeren bispezif ischen Tu- 
mor /CD28-Antik6rper dreifach auf 96-well-Mikrotiterplatten mit 
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bestrahlten (120 Gy) SKMel63-Zellen (lOVwell) und peripheren 
Blut-mononuklearen Zellen ( im folgenden: PBMC) von gesunden 
Spendern (lOVwell) inkubiert. Wahrend der letzten 18 Stunden 
eines 4-tagigen Inkubationszeitraumes wurde ^H-Thymidin hinzu- 
gefiigt (0,5 /jCi/well). Die Zellen wurden geerntet und die Ra- 
dioaktivitat in einem Szintillationszahler (MicroBeta, Wallac) 
bestimmt. 

In Fig. 4 ist die Induktion der T-Zell-Proliferation durch die 
unterschiedlichen bispezifischen Antikorperkonstrukte in Anwe- 
senheit von SKMel63-Melanomzellen dargestellt, an die die Anti- 
korper spezifisch binden: das chemisch hybridisierte F(ab')2- 
Fragment (▲ cM28) erwies sich selbst bei einer hohen Antikor- 
perkonzentration als maBig effektiv. Im Gegensatz dazu indu- 
zierten die rekombinanten diraeren Molekiile (♦ rM28-Dimer) eine 
Zellaktivierung, die vergleichbar zur Stimulierung mit Phytha- 
magglutinin (PHA) ist, schon bei Konzentrationen von 10 ng/ml. 
Das Monomer (■ rM2 8 -Monomer) zeigte eine bestiramte Aktivitat 
bei hohen Konzentrationen, wobei diese Aktivitat mit der Aufbe- 
wahrungszeit stieg. Die T-Zell-Aktivierung durch das rM28-Dimer 
in Abwesenheit von SKMel63-Targetzellen ist durch die Kurve mit 
dem Symbol # gezeigt. Bei zwei von sechs unabhangigen Versuchen 
zeigte cM28 eine geringe Aktivitat bei Konzentrationen von >300 
ng/ml. Mit diesen Ausnahmen ist das in Fig. 4 dargestellte Ex- 
periment reprasentativ. 

Wenn anfanglich monomeres Material nach einer Auf bewahrungzeit 
von zwei Wochen bei 4''C mittels Gelf iltration wieder analysiert 
wurde, zeigte sich, dafi mehr als 15 % des Materials in dimerer 
Form vorlag. Deshalb kann zumindest ein Teil der Monomer- 
Aktivitat auf die Tatsache zuruckgefuhrt werden, daJ3 geringe 
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Mengen an kontaminierendem Dimer entweder schon zu Beginn des 
Assays vorhanden waren oder aber erst spontan wahrend des Ver- 
laufs gebildet wurden. 

In einigen Experimenten zeigte das dimere Molekiil, nicht aber 
das monomere (rM2 8 -Monomer) oder das bispezif ische F(ab')2- 
Fragment (cM28), eine gewisse Hintergrundaktivitat, d.h. Induk- 
tion der T-Zell-Aktivierung ohne anwesende Targetzellen. Diese 
Aktivitat war aber iiraner bedeutend niedriger als diejenige, die 
in Anwesenheit von Melanomzellen beobachtet wurde, und die Ak- 
tivitat trat immer erst bei einer hohen Antikorperkonzentration 
auf. Wenn als Kontrolle UvGG eingesetzt wurde, eine Proteogly- 
kan-negative "ovarian cancer" Karzinomzellinie, erfolgte die T- 
Zell-Aktivierung nicht iiber diesen Hintergrundlevel hinaus. 

Auch bei den antigennegativen Zellen T98G und U373 konnte keine 
liber diesen Hintergrundlevel hinausgehende T-Zell-Aktivierung 
festgestellt werden. 

Beispiel 5; 

Abtotunq von Tumorzellen 

Zur Bestiiranung der Abtotung von Tumorzellen wurden lebensfahige 
Melanomzellen dreifach in 96-well Mikrotiterplatten 
(5xl0^/well) zusammen mit PBMC und Antikorpern inkubiert. Nach 
vier Tagen wurden die PBMC entfernt und die Anzahl der restli- 
chen lebensfahigen, adharierenden Tumorzellen nach Anfarbung 
mit dem Tetrazolium-Salz WST (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland) bestimmt. Die optische Dichte wurde in einem 
ELISA-Reader (Spectra Max 340, Molecular devices, Sunnyvale, 
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CA) bestimmt und der Prozentsatz an abgetoteten Zellen berech- 
net . 

Alternativ wurde die Cytotoxizitat der PBMC nach Inkubation von 
lebensf ahigen Tumor-Zellen in Kulturf laschen ( SxlO^/nil ) mit 
PBMC (6xl0^/ml) gemessen. Nach drei Tagen wurden die Zellen, 
die in Anwesenheit von SKW63-Zellen stimuliert wurden, geerntet 
und in einem ^^Cr-Freisetzungs-Assay getestet, mit stimulieren- 
den SKW63-Zellen und M21-Zellen als Targets. AbschlieBend wur- 
den beide Zellinien mit ^^Cr (40 ^iCi/ml) eine Stunde lang mar- 
kiert, auf 96-well-Mikrotiterplatten ausgesat (SxlOVwell) und 
mit PBMC's inkubiert, die in Anwesenheit von SKW63 und 
bispezifischen Antikorpern mit einem Ef fektor :Target-Verhaltnis 
30:1 stimuliert wurden. ^^Cr-Abgabe wurde nach vier Stunden ge- 
messen. Der Prozentsatz an abgetoteten Tumor-Zellen wurde nach 
der folgenden Standard-Formel berechnet: 

( cpm,-cpm3p„„t ) / ( cpm„,-cpm,p„„t ) 

Dabei bezeichnet cpm^^x die Radioaktivitat , die von mit Deter- 
gens behandelten Targetzellen freigesetzt wird, und cpm^pont die 
spontane Freisetzung in Abwesenheit von PBMC und Antikorpern. 

In Fig. 5 ist gezeigt, daB T-Zell-Aktivierung zu einer effekti- 
ven Abtdtung von Tumorzellen fiihrt. Nach vier Tagen wurden Me- 
lanomzellen, die mit PBMC in Anwesenheit des dimeren bispezifi- 
schen Antikorpers inkubiert wurden, beinahe vollstandig abgeto- 
tet (♦ rM28-Dimer). Ahnlich wie beim Proliferationsassay war 
die Abtotung von Tumorzellen bedeutend verstarkt, wenn statt 
des monomeren (■ rM28-Monomer) der dimere (♦ rM28-Dimer) re- 
kombinante bispezif ische Antikorper verwendet wurde. Die Akti- 
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vitat des chemisch hybridisierten bispezif ischen Antikorpers (A 

cM28) war wiederum nur gering. 

Fig. 6 zeigt die lytische Aktivitat von PBMC, die fiir drei Tage 
mit SKMel63 inkubiert wurden, wobei die stimulierenden Zellen 
und die M21-Zellen in einem standardisierten ^^Cr-Abgabeassay 
als Target dienten. Es ist of f ensichtlich, daiJ.-der dimere re- 
kombinante Antikorper bei der Induzierung der Zelllyse am ef- 
fektivsten ist. 

Trotzdem scheint diese Aktivitat unspezifisch zu sein, da nicht 
nur die stimulierenden Zellen, sondern auch eine Melanomzelle 
mit unterschiedlichem HLA-Typ abgetotet wurde. Deshalb ist die 
lytische Aktivitat, die unter diesen Bedingungen gemessen wur- 
de, nicht auf alloreaktive T-Zellen zuriickzufuhren. 

Zusanunenfassend laJ3t sich also sagen, daJ3 ein Dimer aus erfin- 
dungsgemaJBen ersten bispezif ischen Antikorper-Molekiilen mit 
CD28/Tumor-Spezifitat ein erfolgversprechendes Mittel ist, um 
T-Zellen bezuglich eines bestimmten Tumors effektiv zu aktivie- 
ren, ohne dafl eine zusatzliche Stimulierung des TCR/CD3- 
Komplexes notwendig ist. 

Es ist aber nicht zwingend erforderlich, da3 das Antikorper- 
Molekiil auch fiir das Tumor-Antigen bivalent ist, wichtig ist 
die Bivalenz fiir CD28. 
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Patentanspriiche 

1. Bispezifisches AntikOrper-Molektil mit einer eine variable 
Domane einer leichten Kette (Vj,) und eine damit verbundehe 
variable Domane einer schwereren Kette (Vg) aufweisenden 
ersten Bindestelle fiir den T-Zell-Rezeptor CD28 und einer 
eine variable Domane einer schweren Kette (Vg) und eine 
damit verbundene variable Domane einer leichten Kette (V^) 
aufweisenden Bindestelle fiir ein Tumor-l^tigen , wobei die 
variablen Domanen der schweren Ketten miteinander durch 
einen Peptidlinker verbunden sind. 

2. Bispezifisches Antikorper-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 der Peptidlinker zumindest einen Teil 
des N-Terminus der Cgl Domane des menschlichen IgG auf- 
weist. 

3. Bispezifisches Antikorper-Molekiil nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daJJ an eine der leichten Ketten 
zumindest ein Teil eines fos-jun -Adaptors oder einer Hin- 
ge-Region fusioniert ist. 

4. Bispezifisches Antikorper-Molekiil mit Spezifitat fiir den 
T-Zell-Rezeptor CD28 und mit Spezifitat fiir ein Tumor- 
Antigen, wobei das bispezif ische Antikorper-Molekiil zumin- 
dest fur CD28 bivalent ist. 
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5. Bispezif isches Antikorper-Molekiil nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 an die beiden konstanten Domanen eines 
Fab-Fragments mit Anti-Tumor-Spezif itat jeweils ein scFv- 
Fragment mit CD28-Spezif itat fusioniert ist. 

6. Bispezif isches Antikorper-Molekul nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das bispezif ische Antikorper-Molekul 
auch fur das Tumor -Antigen bivalent ist. 

7. Bispezif isches Antikorper-Molekul nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es aus zwei bispezif ischen Antikorper- 
Moleklilen nach einem der Anspriiche 1 bis 3 besteht. 

8. Bispezif isches Antikorper-Molekiil nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 an die beiden schweren Ketten eines 
kompletten AntikSrpers mit Anti-Tumor-Spezif itat jeweils 
ein scFv-Fragment mit CD28-Spezif itat fusioniert ist. 

9. Bispezif isches Antikorper-Molekul nach einem der Anspriiche 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Tumor-Antigen 
ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Melanom- 
assoziiertes Proteoglykan, HER-2/neu oder CD20. 

10. Nukleinsaure kodierend fiir ein bispezif isches Antikorper- 
Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 9. 

11. Vektor enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 10. 



12. 



Zelle enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 10 oder 
einen Vektor nach Anspruch 11. 
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13. Zelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dai3 die 
Zelle aus der Gruppe umfassend Saugerzellen, Bakterienzel- 
len, Insektenzellen, Pf lanzenzellen und Hefezellen ausge- 
wahlt ist. 

14. Verfahren zur Behandlung von Zellen, bei dem ein bispezi- 
fisches Antikorper-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 
9 eingesetzt wird, um eine supra-agonistische tumorzellin- 
duzierte Aktivierung von T-Zellen zu bewirken, so daB kei- 
ne zusatzlichen exogenen Stimuli benotigt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
Tumorzellen selektiv abgetotet werden, die das Tumor- 
Antigen exprimieren und zusammen mit T-Zellen und dem 
bispezifischen Antikorper-Molekiil inkubiert werden. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung mit einem bispezifischen 
Antikorper-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 9 und 
einem pharmazeutisch akzeptierbaren Trager. 

17. Verwendung eines bispezifischen Antikorper-Molekiils nach 
einem der Anspriiche 1 bis 9 zur tumorzellinduzierten T- 
Zell-Aktivierung . 

18. Verwendung nach Anspruch 17 zur Therapie oder Prophylaxe 
von Tumorerkrankungen. 



wo 03/042231 PCT/EP02/12545 
1 /4 



L His 



Promoter 


VL 


VH 1 VH 


VL 


5 Enhancer Silencer PolyA 









9.3 9.2.27 



Fig. 1a 



1 


METDTLLLWV 


LLLWVPGSTG 


DIVLTQSPAS 


LAVSLGQRAT 


ISCRASESVE 


51 


YYVTSLMQWY 


QQKPGQPPKL 


LIFAASNVES 


GVPARFSGSG 


SGTNFSLNIH 


101 


PVDEDDVAMY FCQQSRKVPY TFGGGTKLEI 


KRGGGGSGGG 


GSGGGGSQVK 


151 


LQQSGPGLVT 


PSQSLSITCT 


VSGFSLSDYG 


VHWVRQSPGQ 


GLEWLGVIWA 


201 


GGGTNYNSAL 


MSRKSISKDN 


SKSQVFLKMN 


SLQADDTAVY 


YCARDKGYSY 


251 


YYSMDYWGQG 


TTVTVSSAST 


KGPSVFPLAP 


SSSGSGQVKL 


QQSGPELVKP 


301 


GASVKISCKA 


SGYAFSRSWM 


NWVKQRPGQG 


LEWIGRIYPG 


DGDTNYNGKF 


351 


KGKATLTADK 


SSSTAYMQVS 


SLTSVDSAVY 


FCARGNTVW 


PYTMDYWGQG 


401 


TTVTVSSGGG 


6SGGGGSGGG 


GSDIELTQSP 


ASLAVSLGQR 


ATISCRASES 


451 


VDSYGNSFMH 


WYQQKPGQPP 


KLLIYLASNL 


ESGVPARFSG 


SGSRTDFTLT 


501 


IDPVEADDAA TYYCQQNNED 


PLTFGGGTKL 


ELKRAAAHHH 


HHH** 



21 - 132: Vi, 9.3 

133 - 147: FL 

148 - 267: 9.3 

268 - 286: L 

287 - 407: 9.2.27 

408 - 422: FL 

423 - 543: Vj. 9.2.27 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



Fig. 1b 





ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 03/042231 



3/4 



PCT/EP02/12545 




Antikorper-Konzentration, ng/ml 

Fig. 4 



wo 03/042231 



4/4 



PCT/EP02/12545 




(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltor^anisation fiir geistiges Eigentum 

Internationales Biiro 



' lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllli 



(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
22. Mai 2003 (22.05.2003) 



PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2003/042231 A3 



(51) Internationale Patentklasslflkatlon^: C07K 16/46, 

16/28, 16/30 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2002/0 12545 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

9. November 2002 (09.1 1.2002) 

(25) Einrelchungssprache: Deutsch 

(26) VerofTentlidiungssprache: Deutsch 

(30) AngabenzurPrioritat: 

101 56 482.1 12. November 2001 (12.11.2001) DE 



CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, ¥1, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, IP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT. LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, 
SC, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, XT, TZ, UA, 
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 



1 (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, IVIW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT 
SE, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CO, CI, CM, OA, 
ON, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



S (71) Anmelder und 

I (72) Erflnder: JUNG, Gundram [DE/DE]; Schwabstrasse 30, 
I 72108 Rottcnburg-Wcndclshcim (DE). 



j (81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
I AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 



Zur Erklarung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations ") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT-Gazette vi 



= (54) Title: BISPECIFIC ANTI-CD28 ANTIBODY MOLECULE 




(54) Bezelchnung: BISPEZIFISCHES ANTI-CD28-ANTIK6RPER-M0LEKUL 



^ (57) Abstract: A first bispecific anlibody molecule comprises at least one binding site wilh a variable domain on a light chain (Vl) 
and a variable domain for the T-cell receptor CD-28, Unked thereto on a heavy chain (Vh). The antibody molecule further comprises 
^ at least one binding site with a variable domain on a heavy chain (Vh) and a variable domain for a tumour antigen, linked thereto on 
^ a light chain (VJ. The variable domains on the heavy chains for both specificities are connected to each other by means of a peptide 
linker. A second bispecific antibody molecule is bivalent for CD-28 and at least monovalent for the tumour antigen. 

fn 

2 (57) Zusammcnfassung: Ein erstes bispezifisches Antikorper-Molekiil weist zumindest eine Bindestelle mit einer variablen Do- 
mane einer leichten Kette (Vl) und eine damit verbundene variable Domane einer schweren Kette (Vh) fiir den T-Zell-Rezeptor 
CD28 auf. Das Antikorper-Molekiil weist ausserdem zumindest eine Bindestelle mit einer variablen Domane einer schweren Kette 

Q (Vh) und eine damit verbundene variable Domane einer leichte Kette (Vl) fiir ein Tumor-Antigen auf. Die variablen Domiinen der 
schweren Ketten der beiden Spezifitaten sind miteinander durch einen Peptidlinker verbunden. Ein zweites bispezifisches Antikor- 

^ per-Molekiil ist bivalent fiir CD28 und zumindest monovalent fiir das Tumor-Antigen. 
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GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenberichterstellt: 



1. [xj Anspruche Nr. 

well sie sich auf GegenstSnde beziehen, zu dsren Recherche die Behorde nioht verpfliohtet ist, namlioh 

Obwohl die Anspruche 14,15,17 und 18 sich auf ein \^erfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusaminensetzung. 

2. Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Teil© der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgesohriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daB eine stnnvolle Internationale Recherchs nIcht durchgefOhrt werden kann, ndmllch 



3. Q Anspruche Nr. 

well es sich dabei urn abhSngige AnsprOche handelt, die nioht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefast sind. 



Feld II Bemerlcungen be! mangelnder EInheltlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat festgestellt, da3 dleee Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthait: 



1 . I I Da der Annielder alle erforderlichen zusStzllchen Reoherohengebflhren rechtzeillg entrlchtet hat, erstreckl sich dieser 
I — I Internattonale Reoherchenberloht auf alle recherohlerbaren Ansprflche. 



I I Da fllr alle recherohlerbaren Ansprtlohe die Recherche ohne einen Arbeilsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
' — ' zusaizllche RecherchengebOhr gerechtfertlgt hatte, hat die Behfirde nIcht zur Zahlung elner solchen GebUhr aufgefdrdert. 



3. Da der Anmeldernur einige der erforderlichen zusatzllchen RecherchengebOhrer rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dIeser 
' — I internattonale Recherchenbericht nur auf die AnsprQohe, f Ur die GebQhren entriohtet worden sInd, namlioh auf die 
AnsprQche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzllchen Recherchengebiihren nicht rechtzeltig entriohtet. Dsr internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daherauf die in dsn Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprCichen er- 
falSt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspnichs |^ Die zusatzlichen Gebiihren wurden vom AnmeUer unter W/iderspruch gezahlt. 

p~[ Die Zahlung zusatzlioher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widsrspruoh. 
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